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Abstrakt 
Tato bakalářská práce se pohybuje v oblasti bioinformatiky a zabývá se problematikou získávání atri-
butů proteinů užitečných pro předpověď vlivu mutace na jejich funkci. Práce má především za cíl vy-
tvořit uživatelsky přívětivou aplikaci, která pomocí specializovaných algoritmů jako je FoldX umožní 
snadno získat atributy mutací ze sekvence a struktury proteinů. Vyvinutá aplikace poskytuje standar-
dizované rozhraní, které umožňuje rozšiřovat sadu výpočetních metod a získat tak rozmanité sady 
atributů z různých zdrojů. Tyto sady pak mohou být vstupem predikčních metod a mohou tak přispět 
ke zlepšení predikce škodlivosti mutace. 
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Abstract 
This bachelor thesis deals with the bioinformatics techniques for the acquisition of attributes useful 
for prediction of mutation effects on the protein function. The work primarily aims to develop a user-
friendly application for calculation of attributes of mutations from the protein sequence and structure. 
The developed application serves for integration of specialized tools such as FoldX. The standardized 
interface enables to implement additional computational tools and collect a diverse set of attributes 
from different sources. These attribute sets can then serve as an input for different prediction methods 
and help to improve predictions of mutation effects. 
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Úvod 
Vědecký a technologický vývoj v posledních letech umožnil vznik mnoha novým vědním oborům, 
které jsou často výsledkem sloučení již klasických oborů. Takto vytvořené obory využívají postupy a 
metody svých původců, aby se navzájem podpořily ve svém rozvoji. Tímto způsobem vznikla bioin-
formatika, která se vyvinula z biologie, chemie, matematiky a informatiky. Bioinformatika využívá 
metody a postupy informatiky, které pak pomáhají biologům získávat z naměřených a jinak zjiště-
ných dat užitečné informace, které by se jinak nedaly jednoduše nebo v reálném čase získat. Jedním 
biologickým odvětvím, které hojně vyžívá možností bioinformatiky je také genomika. Protože data 
získaná v této oblasti jsou většinou velmi rozsáhlá, je využití počítačů nasnadě. 
Tato bakalářská práce se pohybuje právě v oboru bioinformatiky a genomiky. Zabývá se pro-
blematikou předpovědi vlivu mutace v DNA na funkci proteinu bez toho, aby se prováděly reálné kli-
nické testy. Odhalení potenciální škodlivosti mutací může například pomoci odborníkům předpovědět 
účinnost léčiv u pacientů. Základem celé práce je pak aplikace, která využívá existující algoritmus 
FoldX, pomocí něhož získává různorodé atributy proteinů a jejich mutací. Atribut je v podstatě che-
mický nebo fyzikální popis vlastností proteinu nebo jednotlivých aminokyselin. Atributy jsou pak 
využívány jako vstup samotných predikčních metod například algoritmů strojového učení. Díky 
obecnému rozhraní aplikace zároveň umožňuje jednoduché rozšíření sady metod pro výpočet atribu-
tů. Kombinace různých atributů z více metod může v konečném důsledku zlepšit přesnost predikčních 
algoritmů. Než bude představena samotná implementace aplikace, bude v úvodních kapitolách pro-
brán teoretický základ. 
Ve druhé kapitole budou podrobněji popsány obory bioinformatika, genomika a genetika a je-
jich provázanost. V další části je vysvětleno, co se skrývá pod pojmy DNA, RNA a jakými procesy na 
základě jejich sekvence vznikají proteiny. Dále je zde zmíněna struktura proteinů a vysvětleno, co to 
vlastně jsou mutace. Ve třetí kapitole je shrnuta motivace této práce. Další kapitoly už se potom dále 
věnují přímo ústřednímu tématu. 
Ve čtvrté kapitole je řešena problematika výpočtu atributů a je zde ukázáno, jakým způsobem 
mohou pomoci ke zjištění škodlivosti mutace. V páté a šesté kapitole je rozvedena analýza a samotná 
implementace aplikace. Je zde zobrazen diagram tříd. V těchto kapitolách jsou také zmíněny použité 
nástroje a podrobněji popsány jednotlivé části programu a jak fungují. 
Předposlední kapitola se zaobírá prezentací výsledků dosažených vyvinutou aplikací. Pro lepší 
představu jsou zde také ukázány příklady výstupních souborů. Nakonec je v poslední kapitole zhod-
nocena celá tato práce. 
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1 Bioinformatika a genomika 
Tato kapitola se zabývá základními obory, ve kterých se pohybuje tato práce, a naznačuje, jak jsou 
mezi sebou tyto obory propojeny.  
1.1 Genetika vs. Genomika 
Genetika je biologická věda, která se zabývá studiem dědičnosti a proměnlivosti organismů na úrovni 
jednotlivých genů. Geny nesou základní instrukce nezbytné pro život. Příkladem je informace pro 
tvorbu proteinů, které vykonávají nejrůznější funkce v rámci buňky i celého organismu. Genetika se 
rozděluje na řadu podoborů, např. molekulární genetika, cytogenetika, imunogenetika, onkogenetika, 
populační genetika, klasická genetika, genetika rostlin (bakterií, virů), evoluční genetika, klinická ge-
netika, atd.    
Genomika je relativně nový obor, jehož cílem je studium kompletního genomu, tedy souboru 
všech genů, jednotlivých organismů a má tedy za úkol porozumět vlastnostem studovaného genomu v 
celku. Do oblasti genomiky patří sekvenování genomu či studium onemocnění, u nichž se předpoklá-
dá účast většího počtu genů a vlivů životního prostředí, např. astma, kardiovaskulární či nádorová 
onemocnění. Při genomických analýzách se dnes často využívají různé metody (algoritmy) z oboru 
bioinformatiky (kapitola 1.2) [1]. 
1.2 Bioinformatika 
Bioinformatika je poměrně nový vědní obor, který úzce propojuje biologii s informatikou. Současně 
se v něm také výrazně uplatňují jiné vědní obory jako je matematika, chemie, fyzika a další. Vznik 
tohoto vědního odvětví byl podnícen obecně narůstajícím množstvím poznatků a dat v biologii, 
zejména v již zmíněné genomice. Orientace ve velkém množství informací začala být velice obtížná a 
nebylo v lidských silách je všechny vstřebat a vhodně aplikovat ve výzkumu.  
Biologové potřebovali něco, co by jim usnadnilo a urychlilo jejich práci, pomohlo porozumět 
dostupným datům a podpořilo úsilí jak ve skladování dat, tak i v samotných výpočtech a simulacích 
zkoumaných jevů. Proto byly rychle se rozvíjející počítače a informatika jasnou a logickou volbou. 
Hlavní náplní bioinformatiky je tedy sběr, analýza a uchování dat z oblastí biologie s cílem pomoci 
pochopit molekulární podstatu života. Jeden z nejvýraznějších přínosů bioinformatiky je právě 
v oboru genomiky, kde je bioinformatika nepostradatelnou součástí všech sekvenačních projektů. 
Slouží zde pro určení a analýzu jednotlivých úseků DNA a proteinů v ní kódovaných a zjišťování in-
formací o jejich funkci a dalších vlastnostech. 
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Ve zkratce se dá říci, že bioinformatika odhaluje nové důležité informace, které jsou skryty 
ve velkém množství biologických dat, a které by nám na první pohled nic podstatného neříkaly [2, 3]. 
Tato práce se bude zabývat aplikací bioinformatiky pro řešení problémů genomiky, konkrétně otáz-
kou možnosti předpovídání vlivu změny genetické informace – mutace – na funkci proteinů.  
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2 Od DNA k proteinu 
Tato kapitola pojednává o základním složení a struktuře DNA, RNA a proteinů. Seznamuje dále 
s tím, jak probíhá replikace DNA a jakým procesem se pomocí informace v ní uložené vytvoří pro-
tein. Nakonec popisuje, co to vlastně protein je a jak může vzniknout mutace. 
Tato část je důležitá pro hlubší pochopení problematiky výpočtu atributů a jejich aplikace pro 
předpověď vlivu mutace na funkci proteinu. 
2.1 DNA a RNA 
2.1.1 Co je DNA 
Deoxyribonukleová kyselina neboli DNA je základní součástí převážné většiny organismů. Vyskytuje 
se zejména v jádrech buněk (u prokaryotických organizmů volně v cytoplasmě) a je nositelkou dědič-
né informace. DNA v podstatě představuje zakódovaný popis stavby a vlastností organismu.  Úsek 
DNA s určitou funkcí se nazývá gen [4]. 
2.1.2  Struktura DNA 
Složení a struktura molekuly DNA nejsou nijak složité. Molekula je složena ze dvou dlouhých vlá-
ken, která jsou tvořena čtyřmi různými nukleotidy. Tato vlákna, která se také označují jako řetězce, se 
obtáčejí kolem sebe a tvoří dvoušroubovici DNA (Obrázek 1 a 2) [5]. 
Hlavním prvkem, ze kterého je DNA vytvořena, je takzvaný nukleotid skládající se ze tří částí 
Tvoří ho fosfát, cukr deoxyribóza a jedna ze čtyř bází. Nukleotidy se v řetězci DNA liší pouze svými 
nukleovými bázemi. Zbývající dvě složky jsou v každém nukleotidu DNA stejné. Tyto báze se ozna-
čují adenin (A), guanin (G), cytosin (C) a tymin (T) – (Obrázek 3 a 4). Písmena A, G, C, T jsou pak 
zkratky označení jednotlivých bází. Různými kombinacemi těchto bází je tvořena genetická informa-
ce [4]. 
Nukleotidy jsou v řetězci spojeny pomocí kovalentních vazeb mezi fosfátovou skupinou jedno-
ho nukleotidu a deoxyribózou druhého. Konec řetězce, kde je volná fosfátová skupina, se nazývá 5’ 
konec a místo, kde je řetězec zakončen OH skupinou se označuje jako 3’ konec. V dvoušroubovi-
ci DNA je jedno vlákno orientované ve směru 5’ – 3’ a druhé je připojené v opačném směru 3’ – 5’ 
(Obrázek 2). DNA se zapisuje jako sekvence bází 5’ – 3’ řetězce. Například sekvence 5’ – 3’ řetězce 
DNA na Obrázku 2 by se zapsala jako ACTG [4]. 
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Řetězce DNA jsou mezi sebou propojeny pomocí vodíkových můstků mezi bázemi různých ře-
tězců. Adenin a tymin spojují dva vodíkové můstky (Obrázek 3) a guanin s cytosinem jsou propojeny 
třemi můstky (Obrázek 4). Schopnost specifického párování bází, takzvaná komplementarita bází 
(Obrázek 2), je velice důležitá pro funkci molekuly DNA, protože umožňuje uchovat genetickou in-
formaci při replikaci DNA [4]. 
Obrázek 1: Molekula DNA [6] 
Obrázek 3: Párování adeninu s tyminem pomocí 
dvou vodíkových můstků [4] 
Obrázek 4: Párování guaninu s cytosinem pomocí tří 
vodíkových můstků [4] 
Obrázek 2:  Struktura části molekuly DNA 
s naznačenou komplementaritou bází [7] 
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U DNA se rozlišuje několik strukturních úrovní [5]. 
Primární struktura 
Primární strukturu určuje právě pořadí nukleotidů v molekule DNA. Zapisuje se jako prostá sekvence 
zkratek bází těchto nukleotidů ve směru řetězce od 5’ – 3’ konce např. ACGTTTGGACCAACT. 
Z této sekvence se dá vyčíst kompletní genetická informace. 
Sekundární struktura 
Určuje, jakým způsobem jsou vlákna nukleotidů, tedy dvoušroubovice DNA, kolem sebe obtočeny. 
Zjistilo se, že existují tři základní formy šroubovic. 
• A forma – pravotočivá; 10 párů bází na otáčku; průměr vlákna je 2,3 nm 
• B forma – pravotočivá; 11 párů bází na otáčku; průměr vlákna je 1,9 nm 
• Z forma – levotočivá; 12 párů bází na otáčku; průměr vlákna je 1,8 nm  
Terciární struktura 
Samotná DNA dvoušroubovice je velmi dlouhá a stáčí se do takzvaného nadšroubovicového vinutí. 
2.1.3 Replikace 
Vytváření kopie DNA, tedy její replikace, je nejdůležitější operace při dělení buněk. Přenáší se tak 
genetická informace obsažená v DNA z jedné buňky do druhé. Při replikaci se nevytváří celá nová 
dvoušroubovice, protože díky komplementaritě bází stačí, aby se dvoušroubovice rozpletla, a ke kaž-
dému takto vzniklému řetězci se dosyntetizuje příslušný komplementární řetězec (Obrázek 5). Vznik-
nou tak dvě naprosto stejné molekuly DNA, přičemž každá obsahuje jedno vlákno z původní 
molekuly [5]. 
Syntéza nového řetězce začíná v tzv. replikačních počátcích. Počet replikačních počátků se me-
zi organismy liší. Zaleží na velikosti DNA. Například člověk má ve svém geonomu asi 10000 tako-
vých počátků. Nejprve se v replikačních počátcích od sebe řetězce oddělí, za pomoci enzymu 
helikázy, a potom se začne na každé takto rozpletené vlákno syntetizovat nový řetězec. To má na sta-
rosti enzym zvaný DNA polymeráza. K replikaci dochází současně na obou vláknech DNA, vždy ve 
směru vlákna 5’ – 3’ [8]. 
I když je jich velice málo, při syntéze někdy nastávají chyby, například nedodržení komple-
mentarity bází. Existují mechanizmy, které chybám velice efektivně zabraňují a pokud chyby skuteč-
ně nastanou, většinou je dokáže opravit. Pokud i tato oprava selže, vznikají mutace [8], o kterých 
pojednává kapitola 2.3. 
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2.1.4 RNA 
RNA je další nukleová kyselina, která má téměř stejné složení jako DNA – její vlákno je taktéž slo-
ženo z nukleotidů (Obrázek 6).  
Odlišuje se typem cukru, kterým je v případě RNA ribóza. Od deoxyribózy se liší přítomností 
hydroxylové skupiny na druhém uhlíku. Dalším rozdílem je, že v RNA se vyskytuje namísto tyminu 
nukleová báze uracil (U). Komplementarita bází je pak v podstatě stejná jako u DNA s tím, že místo 
tyminu se adenin váže právě s uracilem. 
RNA vytváří oproti DNA relativně kratší a jednodušší vlákna. Komplementarita bází umožňuje 
vytváření lokálních strukturních prvků v rámci vlákna RNA a je klíčová pro syntézu proteinů. 
 
 
 
 
 
 
Obrázek 6: Molekula RNA [10] Obrázek 5: Replikace DNA [9] 
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Existuje více typů RNA. Nejdůležitější jsou [8, 11]: 
• mRNA (anglicky – messenger RNA) – vzniká transkripcí sekvence DNA (kapitola 2.1.5.1) 
a slouží k přenosu genetické informace z DNA do proteinu. 
• tRNA (transferová RNA) – využívá se při translaci (kapitola 2.1.5.2), kde zajišťuje zařaze-
ní specifické aminokyseliny do vznikajícího polypeptidového řetězce.  
• rRNA (ribozomální RNA) – vytváří spolu se specifickými proteiny ribozom, na němž do-
chází k syntéze proteinů. 
2.1.5 Proteosyntéza 
Proteosyntéza je proces tvorby proteinů na základě genetického kódu, který je obsažen v DNA [8]. 
Sestává ze dvou kroků: 
• Transkripce – přepis genetického kódu z DNA do RNA.  
• Translace – překlad kódu z mRNA do proteinů.  
Transkripce probíhá v buněčném jádru a translace na ribozomech. 
2.1.5.1 Transkripce 
Transkripce je proces, při kterém se přepisuje genetická informace z DNA do RNA [8]. Vzniklá RNA 
je buď v procesu translace použita jako vzor k syntéze proteinu (mRNA), nebo slouží jako tzv. 
funkční RNA (tRNA, rRNA atd.). 
Při transkripci se nejdříve rozplete dvoušroubovice DNA. Řetězec, který bude sloužit jako vzor 
pro transkripci, se označuje jako templátový. Z tohoto řetězce jsou jednotlivé geny přepisovány do 
mRNA. Každý gen je ohraničen oblastmi, které značí, kde je jeho začátek a konec. Na počátku se na-
chází tzv. promotor, což je sekvence nukleotidů, která není přepisována do mRNA, ale na níž nasedá 
enzym RNA polymeráza, který začne na již kódující nukleotidy DNA připojovat komplementární 
nukleotidy mRNA. Když se do mRNA přepíše celý gen, mRNA se odpojí a putuje do cytoplazmy, 
kde pokračuje proces proteosyntézy translací. 
2.1.5.2 Translace 
Translace je druhou fází proteosyntézy. Jde o sestavení proteinu podle záznamu v mRNA [8]. Infor-
mace zapsaná v mRNA je dekódována podle přesných pravidel genetického kódu, což zajišťuje vznik 
správného řetězce aminokyselin proteinu.  
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Molekula mRNA nasedne na ribozom a vytvoří se tak vhodné podmínky pro to, aby se na ni, 
dle informace v ní obsažené, postupně vodíkovými můstky vázaly specifické molekuly tRNA nesoucí 
odpovídající aminokyseliny. Mezi aminokyselinami, které mají v proteinu sousedit, dochází k vytvo-
ření tzv. peptidové vazby a tak postupně dochází k prodlužování vznikajícího polypeptidového řetěz-
ce a vzniku proteinu. Více o proteinech je napsáno v následující kapitole. 
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2.2 Proteiny 
Proteiny neboli bílkoviny jsou jednak základním stavebním prvkem všech buněk, ale jsou také důleži-
té pro obstarávání většiny buněčných funkcí. Speciální proteiny – enzymy urychlují chemické reakce 
a tak umožňují jejich průběh v organismu. Některé proteiny slouží jako transportéry molekul, iontů a 
informačních signálů mezi buňkami, další, jak bylo řečeno, tvoří strukturu buněk a poskytují jim tak 
mechanickou oporu. Dále zastávají funkci receptorů a detekují tak chemické a fyzikální podněty z 
okolí, které následně předávají buňkám ke zpracování. Jako regulátory slouží např. proteiny účastnící 
se genové exprese, kde se vážou na DNA a spouští nebo ukončují transkripci [8]. 
Jak je vidět z předchozího odstavce, proteiny se podílí na většině vnitřních procesů organismů. 
Mají řadu funkcí a vlastností, které se odvíjí od jejich struktury, přičemž struktura se odvíjí od infor-
mace uložené v DNA. Změna jednoho nukleotidu v řetězci DNA potom může vyústit ve změnu struk-
tury a tím i vlastností či funkce proteinu. Změna to může být  pozitivní či negativní, například 
zlepšení/zhoršení stability proteinu nebo jeho aktivity. Změny mohou být do proteinů vnášeny zá-
měrně a takovéto vědci řízené modifikace proteinů mohou pomoci v řadě dříve neřešitelných problé-
mu ať už v lékařství (léčba nemocí, rakoviny apod.), ekologii (rozklady nebezpečných látek) nebo pro 
armádní účely (likvidace bojových látek) a v dalších oborech [8]. 
Spektrum využití je opravdu široké a k rozvoji tohoto trendu by měla určitou měrou přispět i 
tato práce. 
2.2.1 Aminokyseliny 
Aby bylo jasné, jakým způsobem mutace v DNA ovlivňují tvorbu proteinů, musí nejprve představeny 
jejich stavebními prvky. 
Stavebním kamenem proteinu je aminokyselina. V chemii je to obecně jakákoliv molekula ob-
sahující karboxylovou (-COOH) a aminovou (-NH2) funkční skupinu. V kontextu proteinů se větši-
nou jedná o 21 různých aminokyselin (Tabulka 1), které se skládají za sebe a svou kombinací, 
podobně jako kombinace bází v DNA, udávají strukturu a funkci proteinů. Pořadí a druh aminokyse-
lin se rozpoznají při translaci na základě genetické informace přepsané z DNA do mRNA. Genetický 
kód je takzvaně tripletový – jedna aminokyselina je kódována trojicí po sobě jdoucích bází neboli tri-
pletem (Tabulka 2), přičemž jedna aminokyselina může být kódována více triplety [12]. 
Protein je tedy tvořený dlouhým řetězcem aminokyselin spojených kovalentní peptidovou vaz-
bou, která vzniká mezi aminoskupinou jedné aminokyseliny a karboxylovou skupinou druhé. Říká se 
mu také polypeptidový řetězec. Konce polypeptidového řetězce se chemicky liší. Konec nesoucí vol-
nou aminoskupinu (NH2) se nazývá aminový konec (N-konec) a druhý konec nesoucí volnou karbo-
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xylovou skupinu (COOH) se jmenuje karboxylový konec (C-konec). Sekvence aminokyselin se po-
tom zapisuje od N- k C- konci [8]. 
Každý druh proteinu je charakterizován svou jedinečnou kombinací po sobě jdoucích aminoky-
selin, která předurčuje, jak bude protein prostorově uspořádaný. Jiná sekvence aminokyselin znamená 
jiné vlastnosti a strukturu proteinu. 
 
Tabulka 1: Aminokyseliny s používanými zkratkami a typy postraních řetězců [8] 
Aminokyselina Zkratka Aminokys. Zkratka Aminokys. Zkratka Aminokys. Zkratka 
Kys. aparagová Asp(D) Glutamin Gln(Q) Valin Val(V) Tryptofan Trp(W) 
Kys. glutamová Glu(E) Serin Ser(S) Leucin Leu(L) Cystein Cys(C) 
Argignin Arg(R) Threonin Thr(T) Isoleucin Ile(I) Selenocystein Sec(U) 
Lysin Lys(K) Tyrosin Tyr(Y) Prolin Pro(P) 
Histidin His(H) Alanin Ala(A) Fenylalanin Phe(F) 
Asparagin Asn(N) Glycin Gly(G) Methionin Met(M) 
 
 
Tabulka 2: Tabulka tripletů bází DNA resp. RNA a jim odpovídajících aminokyselin [4, 13] 
 
2.2.2 Struktura proteinů 
Struktura proteinů se rozděluje do několika kategorií [5]. Záleží na úrovni abstrakce pohledu. 
Primární struktura 
Primární struktura je dána pořadím po sobě jdoucích aminokyselin v polypeptidovém řetězci (Obrá-
zek 7). Zapisuje se například zkratkami (sekvence se vždy uvádí od N- k C- konci): KLIPFTYKA-
CUG. 
 
GCA 
GCC 
GCG 
GCU 
AGA 
AGG 
CGA 
CGC 
CGG 
CGU 
GAC 
GAU 
AAC 
AAU 
AGC 
AGU 
GAA 
GAG 
CAA 
CAG 
GGA 
GGC 
GGG 
GGU 
CAC 
CAU 
AUA 
AUC 
AUU 
UUA 
UUG 
CUA 
CUC 
CUG 
CUU 
AAA 
AAG AUG 
UUC 
UUU 
CCA 
CCC 
CCG 
CCU 
AGC 
AGU 
UCA 
UCC 
UCG 
UCU 
ACA 
ACC 
ACG 
ACU UGG 
UAC 
UAU 
GUA 
GUC 
GUG 
GUU 
UAA 
UAG 
UGA 
Ala Arg Asp Asn Cys Glu Gln Gly His Ile Leu Lys Met Phe Pro Ser Thr Trp Tyr Val Sec 
A R D N C E Q G H I L K M F P S T W Y V U 
Typy postranních řetězců 
Negativní 
Pozitivní 
Polární bez náboje 
Nepolární 
 
Obrázek 7: Primární struktura proteinu [14]
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Sekundární struktura 
Sekundární struktura je lokální prostorové uspořádání, které rozkládá celý protein na několik druhů 
menších podjednotek podle jejich tvaru. Hlavní jsou: 
• Alfa šroubovice (Obrázek 8) 
• Skládaný beta list (Obrázek 9) 
Terciární struktura 
Jako terciární struktura (Obrázek 10) se označuje se celkové prostorové uspořádání polypeptidového 
řetězce. 
Kvartérní struktura 
Některé proteiny se skládají z více polypeptidových řetězců. Tyto podjednotky jsou v rámci celého 
proteinu většinou spojeny slabými nekovalentními vazbami a jejich vzájemné prostorové uspořádání 
se nazývá kvartérní struktura. 
 
2.2.3 Funkce proteinů 
Různé množství a kombinace aminokyselin předurčují různým proteinům jiný tvar a tím i jinou funk-
ci. Vztah mezi strukturou a funkcí proteinů lze demonstrovat na příkladu proteinů, pro jejichž funkci 
je důležitá schopnost specificky rozpoznat a navázat určité molekuly (ligandy). Interakce s okolními 
látkami probíhá u těchto proteinů v takzvaných vazebných místech, což jsou specificky tvarované čás-
ti jeho povrchu, do kterých ligandy „zapadají“ (vážou se). Vazbu proteinu s ligandem obstarávají sla-
bé nekovalentní vazby (vodíkové můstky, iontové vazby, Van der Waalsovy síly a některé hydrofobní 
interakce). Jelikož jsou tyto síly slabé, je potřeba účasti co nejvíce vazeb. Tvar a vlastnosti vazebného 
místa proteinu proto musí být co nejvíce komplementární s tvarem a vlastnostmi ligandu. (Obrázek 
11) [8]. 
Obrázek 8: Alfa šroubovice 
[14] 
Obrázek 9: Skládaný beta 
list [14] 
Obrázek 10: Terciární struktura 
proteinu [14] 
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V závislosti na komplementaritě ligandu s proteinem pak může být navázaná látka například 
rozštěpena za vzniku jiné látky nebo přenesena z jednoho místa, kde se látka naváže, na místo druhé, 
kde se uvolní. Změny ve struktuře proteinu mohou vést ke snížení či naopak zvýšení komplementari-
ty mezi ligandem a proteinem a tím i ke změně funkce proteinu. 
2.3 Mutace 
Mutací se obecně nazývá proces, při kterém dochází ke změně genetické informace organismu. Přes-
něji řečeno je to změna pořadí bází v sekvenci DNA (např. záměna adeninu za cytosin), která 
v konečném důsledku může způsobit vytvoření jiného proteinu s jinými vlastnostmi. K mutacím do-
chází buď samovolně (například při replikaci nebo transkripci DNA) nebo mohou být způsobeny pů-
sobením vnějších vlivů (radiace, působení karcinogenních látek) [4]. 
Mutace jsou původcem většiny nádorových onemocnění (změny v genetickém kódu buňky 
způsobí její zhoubné bujení), jakožto i řady dalších, ale jsou také důležité pro evoluci. Některé muta-
ce totiž přetrvávají a dědí se z generace na generaci daného organismu. Jsou to většinou takové, které 
jedince nijak neomezují – jsou neutrální – či jsou pro něj nějakým způsobem dokonce pozitivní. Mu-
tace škodlivé pro život organismu naopak v evolučním procesu vymizí [4]. 
Podle rozsahu změn, které mutace způsobují, se dále rozlišují mutace genové, chromozomové a 
genomové. Genomové mutace mění standardní počet chromozómů. Zahrnují změny v počtu jednotli-
vých chromozómů či celých chromozomálních sad. U lidí jsou většinou neslučitelné se životem [4]. 
Obrázek 11: Princip vazby proteinu s ligandem [8] 
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Chromozomové mutace jsou takové mutace, které mění tvar, strukturu nebo počet chromozomů. Ge-
nové mutace jsou co do rozsahu změn nejméně závažné. Dochází k nim na úrovní řetězce DNA. Exis-
tuje několik druhů genových mutací: 
• Adice (inzerce) – přidání jednoho až několika párů bází do stávající sekvence (vede k pro-
dloužení řetězce) 
• Delece – odstranění jednoho až několika párů bází ze stávající sekvence (vede ke zkrácení 
řetězce) 
• Inverze – převrácení posloupnosti po sobě jdoucích bází  
• Substituce – nahrazení jedné či více bází za jinou. 
Dojde-li k záměně jediného nukleotidu, těmto změnám se také říká jednonukleotidový polymorfismus 
neboli SNP (z anglického Single Nucleotide Polymorphism) [15]. 
K převážné většině mutací dochází v oblastech sekvence DNA, které nekódují protein. Tuto 
část tvoří jednak sekvence, které udávají, kde začíná a končí kódující část DNA a podílí se na regula-
ci genové exprese, ale i oblasti, o jejichž funkci se zatím moc neví [8]. I když také mutace, které 
vzniknou v nekódujících místech, mohou mít negativní vliv, mutace v kódujících oblastech ovlivňují 
funkci proteinu daleko častěji a tento text se věnuje právě jim. 
Některé mutace, ačkoliv vznikají v kódujících oblastech, se při tvorbě proteinu neprojeví a 
vznikne stejný protein – sekvence aminokyselin je stejná. Je to dáno tím, že jedna aminokyselina mů-
že být kódována více různými triplety (Tabulka 2). Tyto mutace se nazývají jako synonymní mutace 
(tiché mutace). Naproti tomu změny, které vyústí v jiný protein neboli jinou sekvenci aminokyselin, 
se nazývají nesynonymní mutace [4]. 
Tato práce se zabývá nesynonymními SNP (nsSNP) a jejich vlivem na strukturu a vlastnosti 
proteinu. 
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3 Motivace 
Mutace jsou zpravidla vnímány v negativním slova smyslu, ale nemusí tomu tak být vždy. Mutace 
mohou člověku velice dobře sloužit, protože pomocí tzv. cílené mutageneze můžeme vytvořit protein 
s požadovanou funkcí a vlastnostmi.  
Jako příklad můžou sloužit proteiny schopné účinně degradovat toxické látky nebo proteiny 
použitelné pro přípravu léčiv. Experimentální mutageneze je nicméně časově i finančně náročný pro-
ces, a proto je při konstruování nových proteinů vhodné se vyhnout škodlivým mutacím, které by 
funkci proteinu zničily. Znalost škodlivosti mutací je velmi důležitá i v oblasti medicíny, neboť jí lze 
využít například k předpovědi účinnosti léčiv u pacientů. Byla vyvinuta řada bioinformatických ná-
strojů, které se vliv mutací na funkci proteinu snaží předpovědět in silico. Přesnost současných metod 
však stále není dostačující k jejich rutinnímu použití v praxi.  
Cílem této práce je vytvořit aplikaci, která využívá nástroje FoldX pro výpočet atributů, které 
lze následně použít pro předpověď vlivu nsSNP na funkci proteinu. Aplikace bude poskytovat uni-
verzální rozhraní, které umožní její postupné rozšiřování o další sady modulů (nástrojů) pro výpočet 
atributů. Práce umožní snadno získávat nové, pro předpověď užitečné, atributy a celkově by tak měla 
přispět k zvýšení přesnosti stávajících predikčních metod. 
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4 Atributy pro předpověď vlivu mutace  
Tato kapitola pojednává o tom, jak může být prospěšné předpovídat změnu funkce proteinu při ami-
nokyselinové substituci (AAS – Amino Acid Substitution), a jaké vlastnosti – atributy – proteinu jsou 
pro tyto předpovědi důležité. 
Dále jsou zde zmíněny souborové formáty, ve kterých se ukládají data o proteinech a nakonec 
je pospána metoda pro výpočet atributů FoldX a algoritmus strojového učení WEKA. 
4.1 Atributy proteinů 
Jak už bylo řečeno v předchozí kapitole, většina genetických mutací je považována za neutrální, ale i 
výměna jedné báze genu může mít vliv na funkci proteinu. Nesynonymní mutace měnící bázi v kódu-
jící oblasti DNA způsobuje AAS v odpovídajícím proteinu. Řada změn je škodlivá, takže jsou nako-
nec odstraněny během evoluce prostřednictvím selekce. Nicméně prospěšné nebo neutrální mutace 
můžou v populaci přetrvat a tak přispět k diferenciaci druhu [16]. Důležitost nesynonymních substitu-
cí u člověka je ilustrována dvěma databázemi, které obsahují informace o nemoc způsobujících muta-
cích: Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) [16] a Human Gene Station Diabase (HGSD) 
[16]. Odhaduje se, že v lidské populaci je přibližně 67000 – 200,000 nsSNP a každá osoba se považu-
je za heterozygotní pro 24000 – 40000 nsSNP [16]. 
Je časově náročné, obtížné a nákladné experimentálně charakterizovat dopady jednotlivých 
nsSNP na funkci proteinu. Ale protože aminokyselinové změny mohou mít velký vliv na zdraví, 
vznikly výpočetní metody, které předpovídají, zda a jak AAS ovlivňují funkci proteinu. To pomáhá 
výzkumným pracovníkům prioritizovat AAS pro další studium. Dostupná experimentální data ukazu-
jí, že mutace, které způsobují nemoci, se s největší pravděpodobností vyskytují v místech proteinu, 
která jsou v evoluci nejvíce neměnná – konzervovaná (Obrázek 12a). Bylo také zjištěno, že nemoc 
způsobující AAS mají společné rysy z hlediska jejich strukturní lokalizace (Obrázek 12b), které je 
odlišují od neutrálních substitucí [16]. Tato pozorování ukázala na možnost využití informací získa-
ných ze sekvence a struktury proteinu pro predikci vlivu mutace na funkci proteinu. Dále se vědcům 
podařilo zjistit, že 83% nemoci způsobujících mutací ovlivňují stabilitu proteinu [16]. V reakci na 
tato pozorování začaly vznikat metody pro předpověď vlivu aminokyselinových mutací na funkci 
protienu, které pro výpočet využívají nejrůznější sekvenční a/nebo strukturní informace. Tyto infor-
mace představují již zmíněné atributy proteinů, které nám mohou pomoci odhadnout, jakou bude mít 
mutovaný protein funkci, jak se bude chovat a jestli bude změna prospěšná nebo škodlivá.  
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4.1.1 Sekvenční atributy 
Sekvenčně založené predikční metody mají jako vstup sekvenci aminokyselin a porovnávají ji se sek-
vencemi v databázích s cílem nalezení podobných sekvencí. Pomocí vícečetného sekvenčního zarov-
nání podobných sekvencí je možné odhalit pozice v proteinu, které se v průběhu evoluce neměnily – 
jsou konzervované. Tato místa jsou pro sekvenční metody nejdůležitější. Z vícečetného zarovnání je 
potom možné zjistit různé informace jako četnost výskytu určitých aminokyselin, jejich fyzikálně-
chemické vlastnosti a podobně [16]. 
4.1.2 Strukturní atributy 
Vstupem strukturně založených predikčních metod je struktura v podobě PDB souboru (kapitola 
4.2.1) nebo opět sekvence, ke které se na základě podobnosti najde v databázi proteinových struktur 
nejlepší shoda. Řada predikčních metod nepotřebuje detailní strukturní informace na atomové úrovni 
a pro předpověď tak může využít strukturu podobného proteinu. Predikční metody analyzují pozici 
výměny aminokyselin a berou v úvahu řadu strukturních faktorů jako je například přístupnost roz-
pouštědlu, krystalografické B-faktory či rozdíly ve volné energii (Gibbsova volná energie – ∆∆G) 
mezi původní a novou aminokyselinou. Takovýchto faktorů samozřejmě existuje mnohem více a 
s postupujícím výzkumem se objevují další důležité atributy. Některé podstatné budou popsány níže. 
Na základě těchto atributů mohou predikční metody vytvořit předpověď [16]. 
Další části této práce se převážně zabývají strukturními metodami a atributy.  
Obrázek 12: Pravděpodobnosti jednotlivých typů muta-
cí v závislosti na jejich lokalizaci v proteinu z hlediska 
sekvence (a)a struktury (b) [16].  
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4.2 Formáty dat 
Pokud mají být informace o proteinech využity v predikčních metodách, musí se nějakým elektronic-
kým způsobem zapisovat. K tomuto účelu byly vytvořeny jednotné souborové formáty, ve kterých 
jsou data ukládána, jakmile je protein experimentálně prozkoumán. V následujících dvou kapitolách 
jsou popsány formáty důležité pro tuto práci. 
4.2.1 PDB – Protein Data Bank 
PDB databáze obsahuje informace o experimentálně zjištěných 3D strukturách makromolekul, 
zejména proteinů a proteinových komplexů [17]. PDB soubor má textový formát. Data zahrnují ato-
mové souřadnice a krystalografické strukturní faktory. Mimo souřadnic obsahuje každý soubor také 
jména molekul, informace o primárních a sekundárních strukturách, biologickém složení, experimen-
tálních podmínkách, bibliografické údaje a další detaily. 
Každý prozkoumaný protein má svůj PDB identifikátor složený ze čtyř znaků – písmen a číslic. 
Podle identifikátoru lze příslušný PDB soubor stáhnout z PDB databáze: http://www.rcsb.org/ [17]. 
4.2.2 ARFF – Atribute-Relation File Format 
Je to textový souborový formát, který popisuje seznam instancí sdílejících sadu atributů proteinů. 
ARFF soubory se skládají ze dvou oddělených částí. První je Hlavička a po ní následuje část Data. 
Hlavička obsahuje jméno relace a seznam atributů (reprezentují názvy sloupců v datové části), a je-
jich typy. Datová část pak obsahuje samotné informace daných typů [18]. 
4.3 Nástroje pro výpočet a zpracování atributů 
4.3.1 FoldX 
FoldX je nástroj využívající strukturu proteinu, který byl vyvinut pro rychlé vyčíslení efektu mutací 
na stabilitu, skládání a dynamiku proteinů a nukleových kyselin [19]. Hlavní funkcionalita FoldXu je 
výpočet volné energie makromolekuly na základě její 3D struktury. Umožňuje výpočet stability pro-
teinu, výpočet pozic protonů a předpověď vodíkových můstků, předpověď vazebných míst pro kovy a 
analýzu volné energie celého útvaru. Bere v potaz příspěvky různých interakcí jako je elektrostatická 
síla, Van der Waalsova síla a částečné kovalentní vazby. 
Pro správnou funkci FoldX je potřeba před zahájením výpočtu zadat, co se má počítat, za ja-
kých podmínek a poskytnout PDB soubor proteinu, který bude předmětem výpočtu. Pokud se mají 
provést mutace aminokyselin, je samozřejmě nutné tyto mutace specifikovat. Mutace se udává ve 
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formátu: jednopísmenné označení původní aminokyseliny – řetězec – číslo pozice aminokyseliny 
v sekvenci – jednopísmenné označení nové aminokyseliny. Například IA18F, což znamená, že se má 
isoleucin v řetězci A na 18té pozici zaměnit za fenylalanin. 
FoldX umožňuje řadu různorodých výpočtů. Zde budou zmíněny pouze ty, které jsou důležité 
pro tuto práci.  
Build Model 
Velmi důležitý příkaz FoldX, který slouží pro vnášení mutací do proteinu, při čemž se bere v potaz 
efekt mutace na postraní řetězce sousedních aminokyselin. Ve zkratce se dá říct, že se simuluje reak-
ce okolí mutovaného místa.  
Vstupem je PDB soubor se strukturou divokého typu – originální nemutovaný protein a pří-
slušné mutace. Výstupem je pak struktura mutanta, referenční struktura divokého typu a vypočtená 
gibbsova volná energie skládání (v kcal*mol-1) pro divoký typ, mutanta a jejich rozdíl, rozdělená do 
různorodých energetických termů [19]. Jsou to atributy pro protein jako celek. 
Energetické termy (atributy): 
• Total energy – celková energie proteinu 
• Backbone Hbond – energetický příspěvek vodíkových vazeb hlavního řetězce 
• Sidechain Hbond – energetický příspěvek vodíkových vazeb postranního řetězce 
• Van der Waals – Van der Waalsovy síly 
• Solvation Polar – přístupnost okolí k polárním aminokyselinám 
• Solvation Hydrophobic – přístupnost okolí k nepolárním (hydrofobním) aminokyselinám 
• Water bridge – vodíkové můstky 
Další vypočítané energetické termy: 
Electrostatics, Entropy side chain, Entropy main chain, Sloop_entropy, Mloop_entropy, 
Cis_bond, Torsional clash, Backbone clash, Helix dipole, Disulfide, Electrostatic kon, Partial 
covalent bonds, Entropy komplex. 
Stability 
Příkaz Stability vypočítá Gibbsovu volnou energii skládání (v kcal mol-1) rozdělenou do různorodých 
energetických termů [19]. 
Sequence Detail 
Tento příkaz vygeneruje pro každou aminokyselinu v sekvenci proteinu detailní seznam vlastností, 
jako jsou příspěvky k celkové volné energii, rozdělených do různých energetických termů. Kromě 
toho udává zanořenost aminokyselin rozdělenou na zanořenost hlavního a vedlejšího řetězce. Další 
výsledek ukazuje objem, který zabírají atomy proteinu kolem atomů hlavního či postranního řetězce 
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aminokyseliny. Posledním výstupem jsou dihedrální úhly proteinové páteře a informace o sekundární 
struktuře [19]. 
Výstupem jsou následující atributy:  
• Amino Acid – třípísmenné označení aminokyseliny 
• Chain – označení řetězce v rámci proteinu, ve kterém se aminokyselina vyskytuje 
• Number – číslo pozice aminokyseliny od počátku sekvence 
• Energy – energie dané aminokyseliny 
• Secondary structure – sekundární struktura, ve které se aminokyselina nachází (viz 0) 
• Side chain burial – zanořenost postranního řetězce 
• Main chain burial – zanořenost hlavního řetězce 
• Další atributy: 
 phi angle, psi angle, BackHbond, SideHbond, HeteroBackHbond, HeteroSideHbond, 
Electro, Het_Side_Electro, Het_Back_Electro, CisEnergy, entrop_sc, entrop_mc, energy_VdW, 
energy_SolvH, energy_SolvP, energy_vdwclash, cis_bond, energy_torsion, backbone clash, 
energy_water, energy_dipole, side chain Occ, main chain Occ 
4.3.2 WEKA 
WEKA (z angličtiny Waikato Environment for Knowledge Analysis) je kolekce algoritmů, které jsou 
napsány v programovacím jazyce Java pro úkoly dolování dat [20]. Princip funkce je založen na tzv. 
strojovém učení, což je podoblast umělé inteligence, zabývající se algoritmy a technikami, které 
umožňují počítačovému systému „učit se“. WEKA může být použita přímo na datové sady nebo se 
mohou její algoritmy volat z vlastního (externího) Java kódu. WEKA obsahuje také nástroje pro 
předzpracování dat, klasifikace, regrese, shlukování, sdružování pravidel a vizualizace. Je také vhod-
ná pro vývoj nových systémů strojového učení. 
V kontextu tohoto textu je WEKA využita pro vyhodnocení atributů získaných pomocí v rámci 
této práce vyvinutého softwaru. Jejím vstupem budou nástroji, jako je FoldX, vypočtené atributy pro-
teinu divokého a zmutovaného typu a výstupem pak budou data, která budou reprezentovat škodlivost 
nebo neutrálnost dané mutace. 
 
 
 23 
5 Analýza 
V této části je provedena analýza požadavků na koncovou aplikaci a dále je zde předveden její kon-
cept. 
5.1 Koncept aplikace 
Aplikaci jsem vyvíjel ve spolupráci s bioinformatickým týmem Loschmidtových laboratoří Masary-
kovy Univerzity v Brně, jejímž původním požadavkem bylo vytvořit rozšíření pro rozpracovaný pro-
jekt s označením Deleterious. Projekt Deleterious je vyvíjen za účelem předpovídání škodlivosti 
mutací na funkci proteinů pomocí nástroje WEKA. Vyhodnocení probíhalo na základě, v klinické 
praxi naměřených, referenčních dat. Jedna část tohoto projektu měla za úkol vytvořit sadu vstupních 
atributů mutací pro WEKu za využití vlastních algoritmů a druhá se starala o získání atributů 
z existujícího algoritmu FoldX. Projekt se zastavil ve fázi získávání atributů z FoldX, protože přísluš-
né třídy projektu ještě nebyly dokončeny. V rámci bakalářské práce proto vznikl požadavek na vytvo-
ření programových tříd, které by se staraly o získání potřebných atributů z FoldX a dále jimi rozšířili 
stávající sadu atributů v programu Deleterious.  
Na základě tohoto prvotního konceptu se objevila myšlenka vytvořit samostatnou uživatelsky 
přívětivou aplikaci pro získávání a třízení atributů z různých metod. Příkladem takové metody byl 
právě FoldX. Byl proto zvolen jako první algoritmus, který tato aplikace bude využívat a umožní na 
základě znalostí jeho funkce vytvořit standardizované rozhraní pro využití dalších podobných algo-
ritmů. 
Projekt vyvíjený v rámci této bakalářské práce byl rozdělen do tří částí: (i) samostatná progra-
mová obsluha pro program FoldX, (ii) rozšíření projektu Deleterious o programové vybavení starající 
se o získávání atributů z obsluhy FoldX a (iii) samostatná aplikace s grafickým uživatelským rozhra-
ním, která bude využívat naprogramovaného rozhraní pro získávání atributů z FoldX a bude umožňo-
vat budoucí rozšiřitelnost této aplikace o další, atributy počítající, metody. Aplikace vyvinutá v rámci 
této bakalářské práce tedy není konečným produktem, ale je jakýmsi základem, který se bude postu-
pem času rozšiřovat o další metody.  
Kombinování atributů z různých metod pro předpovídání vlivu mutací je zatím ne příliš pro-
zkoumaná oblast. Je možné kombinovat celou řadu různých typů atributů, nicméně je důležité a často 
i obtížné vybrat vhodné atributy s největší informační hodnotou a největší (nejkvalitnější, nejstabil-
nější) predikční silou. Tento program usnadní práci s atributy, umožní jejich jednoduché získávání a 
zpracování. 
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5.1.1 Použití FoldX 
Jak bylo popsáno výše, algoritmus FoldX se stal spojovacím článkem celého projektu. Prvním úko-
lem bylo proto vytvořit třídu, která bude spouštět tento algoritmus se zadanými parametry a poskyto-
vat výsledné atributy. FoldX poskytuje různé možnosti výpočtů a také různé atributy. Po konzultaci 
s bioinformatickým týmem bylo rozhodnuto využít příkazy Build Model a Sequence Detail, které 
produkují dvě sady atributů (kapitola 4.3.1). Pro Deleterious projekt jsou využity atributy získané pří-
kazem Sequence Detail, obě sady pak budou přístupné v samostatné aplikaci. 
Jako vstup pro třídu starající se o získávání atributů z FoldX slouží PDB soubor s popisem pro-
teinu a zkratka mutace, pro kterou se budou atributy počítat. Po provedení výpočtu bude třída posky-
tovat atributy daných druhů s tím, že pro každou mutaci lze z výsledků získat originální atributy, 
atributy mutantů a jejich rozdíl. 
Podobné koncepce vstupu a výstupu bude možno do budoucna využít i pro další metody vý-
počtu atributů. 
5.1.2 Rozšíření Deleterious projektu 
Po vytvoření třídy pracující s FoldX bylo potřeba vytvořit třídu další, která se bude starat o rozšíření 
ARFF souboru, vygenerovaného Deleterious projektem, o Sequence Detail atributy z FoldX. Tato 
třída by tedy měla sloužit jako propojovací článek mezi Deleterious projektem a obalovou třídou Fol-
dX.  
V původním projektu byla podobná třída obsažena, ale svou funkci neplnila. Na základě analý-
zy této třídy bylo rozhodnuto napsat třídu novou a funkční. 
5.1.3 Návrh GUI 
Jako další část bylo potřeba vytvořit již zmíněné grafické uživatelské rozhraní, které by dovolovalo 
uživateli jednoduše zadat proteinovou strukturu (PDB soubor), mutaci a zahájit vypočet pomocí zvo-
lené metody. V kontextu této práce je to jen program FoldX. Dále by grafické rozhraní mělo umož-
ňovat snadnou vizualizaci výsledků, aby si pak uživatel mohl interaktivně vybrat ty, které ho zajímají 
a uložit si je do ARFF souboru pro další zpracování. 
5.1.3.1 Rozhraní 
Uživatelské GUI musí být propojeno s implementovanými algoritmy obecným způsobem, protože 
každá metoda je rozdílná a požaduje pro své ovládání různé přístupy. To dalo podnět pro vytvoření 
unifikovaného rozhraní, které bude jednotlivé metody zastřešovat.  
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5.2 Použité nástroje 
Pro implementaci a vývoj všech programových částí práce byl zvolen programovací jazyk Java. Vý-
počty prováděné aplikací jsou vcelku náročné, proto by bylo vhodnější použít některý z nízko úrov-
ňových jazyků jako je například jazyk C, který nevyužívá pro svůj běh virtuálního stroje. Java však 
umožňuje snazší programovou konstrukci a poskytuje širokou škálu interních metod, které usnadňují 
samotnou implementaci. Také rozdíl v rychlosti se stále zmenšuje a už není tak výrazný. Pokud by se 
vytvářel vlastní výpočetní algoritmus, nebyl by problém ho napsat v C, aby byl co nejvíc optimalizo-
vaný a efektivní. V C je napsán například FoldX. Jako hlavní důvod pro použití Javy ovšem posloužil 
fakt, že samotný Deleterious projekt a implementace WEKY jsou celé napsány v Javě.  
Dalším nástrojem použitým pro vývoj programové částí byl skriptovací jazyk Python, který byl 
použit pro vytvoření skriptů na spouštění jednotlivých Javovských tříd se zadanými parametry a 
cestami k programu. Dále byla použita aplikace pro řízení překladu ANT, která se starala o překlad 
celého projektu, generování Java Docu a spouštění jednotlivých skriptů pro projekt Deleterious a 
GUI. 
Jako vývojové prostředí pro tuto práci bylo zvoleno NetBeans IDE.  
Použité nástroje a jejich verze: 
• Java 1.6.0_12 
• Python 2.6.1 
• Ant 1.7.1 
• NetBeans IDE 6.5 
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6 Návrh a implementace 
V této kapitole je popsán návrh tříd a jejich implementace v rámci všech programových částí této prá-
ce. Je zde také umístěn souhrnný třídní diagram. 
6.1 Třídy pro požívání FoldX 
Balíček attributeCalculation.modules.FoldX: 
• FoldX – hlavní třída, která spouští výpočet FoldX a poskytuje metody na získání vypočíta-
ných atributů 
• FoldXWrapper – třída propojující  FoldX s rozhraním AttributeCalcModule 
• AttributeGenerationException – tato třída se stará o zapisování chybových stavů 
do souboru err_runlog.txt 
V balíčku FoldX je nejdůležitější třída FoldX, která se stará o používání programu stejného jména. 
Parametry pro konstruktor této třídy jsou: PDB soubor, zkratka mutace (<původní aminokyseli-
na><řetězec><číslo pozice><nahrazená aminokyselina> – například IA18F), cesta do adresáře 
z FoldX algoritmem. 
V následné inicializaci se podle parametrů připraví příkazový soubor command a soubor s na-
stavením options. O toto se starají metody setFirstCommand a setOptions. Pomocí těch-
to souborů se poté samotný FoldX algoritmus spouští. Velice důležitým prvkem je dále metoda 
getFoldXAttributes, která spouští samotný běh programu s daným nastavením a příkazy. 
Vlastní FoldX výpočet probíhá ve dvou fázích. Nejprve se vypočtou energetické termy pro divoký 
typ proteinu, mutanta a jejich rozdíl. V prvním běhu se pro divoký typ vypočítají na úrovni jednotli-
vých aminokyselin také atributy příkazu SequenceDetail. Pro získání těchto atributů pro jednotlivé 
mutace je potřeba spustit výpočet znovu, kdy vstupem je nově vygenerovaný PDB soubor mutanta. 
Metoda setSecondCommand nastaví příkazy pro druhý běh, který se následně spustí. 
Metoda getFoldXAttributes byla původně koncipována tak, aby tato třída mohla být 
využita jak v operačním systému Windows, tak i na Linuxu. Toto ovšem nebylo prioritou, a proto je 
třída otestována jen na OS Windows. 
Po každém výpočtu se soubory s výsledky dané mutace uloží do adresáře nazvaného podle 
PDB souboru a příslušné zkratky mutace například 1jav_IA18F. Z takto vytvořených adresářů 
získávají další metody třídy dané druhy atributů: 
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• readWtDetail – vrací pro jednotlivé aminokyseliny divokého typu seznam atributů typu 
Attribute (kapitola 6.2) 
• readMutDetail – vrací pro jednotlivé mutace seznam atributů typu Attribute 
• diffDetail – vrací pro jednotlivé aminokyseliny seznam rozdílů atributů mezi divokým 
typem a mutantem  
• readWtTerms – vrací pro divoký typ seznam energetických atributů typu Atribute 
• readMutTerms – vrací pro mutanta seznam energetických atributů typu Attribute 
• diffTerms – vrací seznam rozdílů energetických atributů divokého typu a mutanta  
6.2 Rozšíření Deleterious projektu 
Baliček Deleterious.attributes (jen pro rozšíření důležité třídy): 
• FoldXExpander2 – používá třídu FoldX pro získání atributů. Rozšiřuje třídu Abs-
tractAttributeExpander 
• AbstractAttributeExpander – abstraktní třída pro rozšiřování atributů 
• Atribute – třída pro ukládání hodnoty atributu a jeho jména, typu a komentáře (Attri-
buteType)  
• AttributeType – třída pro ukládání typu, jména a komentáře atributu 
Tento balíček tříd je v programu Deleterious zodpovědný za výpočet atributů a byl rozšířen o získá-
vání atributů z algoritmu FoldX. Rozšíření se týká především výše uvedených tříd. Hlavně pak třídy 
FoldXExpander2, která je náhradou za nedokončenou třídu FoldXExpander. Její hlavní náplní 
je propojovat Deleterious projekt s třídou FoldX. FoldXExpander2 je rozšířením abstraktní třídy 
AbstractAttributeExpander, a stará se o přidání nových atributů z FoldX k již vypočítaným 
v  Deleterious projektu. 
Ve FoldXExpander2 je nejdůležitější metodou calculateAttributes, která je volá-
na z AbstractAttributeExpander, ve které je nejpodstatnější metoda expand. Calcula-
teAttributes má za úkol získat atributy z FoldX podle dříve vypočítaných atributů uložených 
v ARFF souboru. 
Celé to funguje tak, že metoda expand načte ARFF soubor s originálními atributy mutací a 
postupně čte jejich záznamy. Každý řádek záznamu je předán metodě calculateAttributes, 
která z něho získá identifikátor PDB a zkratku mutace. S těmito parametry pak zavolá FoldX třídu, 
která následně vrátí původně vypočítané atributy. O takto získané atributy je zpátky v expand meto-
dě rozšířen originální ARFF soubor a uložen pod jiným jménem. 
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Konečně v instancích tříd Atribute a AttributeType jsou uloženy jednotlivé atributy. 
Každý atribut má své jméno, datový typ, komentář (AttributeType) a hodnotu (Atribute). 
6.3 Samostatná aplikace 
6.3.1 GUI 
Balíček attributeCalculation: 
• MainUI – hlavní třída uživatelského rozhraní, která obsahuje popis jednotlivých grafických 
komponentů a spouští se v ní výpočet atributů v jednotlivých modulech 
• TableAction – třída zodpovědná za vykreslování tabulky s vypočítanými atributy 
• TableModel – třída s vlastním vytvořeným modelem tabulky 
• TableRenderer – třída s vlastním vykreslovačem tabulky 
• ModuleReader – třída pro získávání atributů z jednotlivých modulů 
Pro vytvoření GUI byla použita knihovna grafických Javovských komponentů Swing. Swing je částí 
Javovského rámce pro tvorbu grafického uživatelského rozhraní. Pro správnou funkci stačí mít nain-
stalovanou standardní distribuci JRE. Návrh rozložení grafických prvků a celkového vzhledu byl pro-
veden v NetBeans. 
Samotné GUI (Obrázek 13) je rozděleno do tří hlavních částí. První je Nastavení výpočtu, kde 
se zadávají vstupní parametry pro výpočet. Další částí je Výsledek mutace, kde jsou zobrazeny vý-
sledky. Poslední částí je Status, kde se zobrazuje aktuální stav výpočtu a další stavy, ve kterých se 
aplikace nachází. 
Část Nastavení výpočtu obsahuje textová pole pro vyplnění PDB identifikátoru a specifikaci 
mutace. Mutací může být zadáno více, pak ale musí být odděleny středníkem. Dále obsahuje tlačítka. 
Prvním je Ze souboru…. Pomocí něho lze v systému souborů nalézt příslušný PDB soubor. Pokud se 
PDB zadává pomocí PDB identifikátoru, hledá se PDB soubor ve složce projektu, kde se standardně 
ukládají. Dalším tlačítkem je Stáhnout, které se podle PDB identifikátoru v textovém poli pokusí 
stáhnout soubor z PDB databáze na internetu. Tlačítkem Mutuj se spouští výpočet a tlačítko Vyčisti 
maže text v textových polích. 
V oddíle Výsledek mutace se po skončení výpočtu zobrazuje tabulka s vypočtenými atributy. 
Každý řádek obsahuje atributy jedné provedené mutace. Nad oddílem Výsledek mutace jsou roletky, 
které umožňují přepínat mezi druhy vypočtených atributů. Jednotlivé atributy (sloupce) lze označovat 
a pomocí tlačítka Ulož ARFF nebo položky stejného jména v menu Soubor vybrané atributy uložit do 
souboru ARFF. Pokud není označen žádný sloupec, uloží se do souboru všechny vypočítané atributy. 
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Konečně pomocí tlačítek Označ vše a Zruš označení je možné označit respektive odznačit všechny 
atributy (sloupce). 
Samotný výpočet atributů v  modulech se provádí tak, že se při inicializaci grafického rozhraní 
se nejprve vytvoří seznam instancí jednotlivých modulů. Při zahájení výpočtu se tento seznam 
postupně prochází a pro každý modul se pomocí rozhraní (kapitola 0) spustí výpočet. V kontextu této 
práce je to modul FoldX. 
Po výpoču zadaných mutací se výsledky zobrazují po řádcích v tabulce. O vykreslování a další 
akce spojené s tabulkou jako například ukládání vypočtených atributů do ARFF se stará třída Ta-
bleAction. Tato třída dále využívá tříd TableModel a TableRenderer pro nastavení 
vlastností tabulky jako je například zakázaná editovatelnost buněk nebo jejich rozdílná barva. Třída 
TableAction potom získává atributy z modulů pomocí třídy ModuleReader. 
 
 
Obrázek 13: Grafické uživatelské rozhraní 
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6.3.2 Rozhraní 
Balíček attributeCalculation.modules: 
• iAttributeCalcModule – rozhraní 
• AttributeCalcModule – abstraktní třída implementující rozhraní pro různé nástroje a 
sloužící jako rodič pro všechny třídy modulů 
Třída AttributeCalcModule již implementuje některé společné metody pro nástroje 
• getModuleLocationPath – vrací cestu, kde je modul umístěn 
• tokenizeMutations – z textového řetězce mutací, který je vstupem pro výpočet, načte 
do seznamu jednotlivé mutace 
• getMutations – vrací seznam mutací 
• getResultsLocationPath – vrací cestu do adresáře s uloženými výsledky výpočtů 
• getExeFilePath – vrací cestu ke spouštěcímu souboru daného modulu 
Další metody už musí naimplementovat každý modul samostatně, tedy rozšířit třídu Atribute 
CalcModule:  
• initModule – stará se o počáteční nastavení modulu – záleží, co který modul potřebuje 
pro svůj běh nastavit 
• proceedCalculation – zajišťuje provedení výpočtu mutací 
• getCalculatedAttributes – získává modulem vypočtené mutace a vrací je v podobě 
hash mapy (hodnota hashe je příslušná zkratka mutace) 
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6.4 Diagram tříd 
V následujícím třídním diagramu jsou zobrazeny třídy, které byly v rámci bakalářské práce naimple-
mentovány, a ukazuje jejich rozdělení do jednotlivých balíčků. Dále je zde naznačeno místo pro při-
pojování dalších modulů pro výpočet atributů. K tomuto připojení se využívá univerzální rozhraní 
iAttributeCalcModule.  
Třídy spadající do projektu Deleterious nejsou v diagramu zastoupeny jednak z důvodu pře-
hlednosti, a jednak z důvodu, že projekt Deleterious nebyl hlavní náplní této práce. 
Obrázek 14: Třídní diagram aplikace 
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6.5 Výsledná struktura aplikace 
6.5.1 Adresářová struktura 
Adresářová struktura výsledného projektu je následující: 
• data – adresář s výsledky výpočtů Deleterious projektu a vstupní data pro Deleterious pro-
jekt 
• pdb – adresář, kde se ukládají PDB soubory 
• dst – adresář obsahující přeložené třídy 
• javadoc – adresář obsahující programovou dokumentaci vytvořenou Javovským nástrojem 
JavaDoc 
• lib – dodatečné knihovny 
• modules – adresář, kde se do příslušných podsložek ukládají spouštěcí soubory a výsledky 
jednotlivých modulů 
• foldx – složka se spouštěcím souborem FoldX.exe 
• results – výsledky výpočtů mutací pro daný modul 
• src – zdrojové kódy projektu 
6.5.2 Kompilace a spuštění 
Jak už bylo napsáno v kapitole 5.2, pro kompilaci a spuštění se používá sestavovací program Ant. 
Tento řídící skript je uložen v souboru build.xml v základním adresáři projektu. Po zadání příkazu 
ant v příkazovém řádku se vypíše nápověda k jeho použití. Dalšími důležitými soubory v základním 
adresáři jsou tyto python skripty: 
• pes05.py – spouští výpočet Deleterious projektu 
• gui.py – spustí grafické uživatelské rozhraní 
Podrobnější informace o funkci a použití projektu jsou napsány v souboru README.txt 
v témže adresáři. 
6.5.3 JavaDoc 
Programová dokumentace je vytvořena pomocí nástroje JavaDoc a lze ji z projektu vygenerovat po-
mocí příkazu ant javadoc. 
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7 Výsledky 
V této kapitole jsou prezentovány výstupy aplikace. 
7.1 Příklad vypočítaných atributů 
Samotné GUI bylo otestováno na sérii náhodných mutací v proteinu pod PDB označením 1ajv  (HIV-
1 PROTEÁSA). Zadány byly následující mutace: TA4Y, RA8E, RA8D, FB99Q. V následujících dvou 
kapitolách jsou uvedeny příklady dvou ARFF souborů, které jsou výsledkem provedených mutací.  
7.1.1 Atributy jednotlivých aminokyselin 
Zde je příklad výstupního ARFF souboru s vypočtenými atributy jednotlivých aminokyselin. Kvůli 
přehlednosti je uvedena jen část vypočítaných atributů. 
@relation 'foldx_attributes' 
@attribute PDB  string 
@attribute MUTATION string 
@attribute ORIGIN string 
@attribute energy numeric 
@attribute phi_angle numeric 
@attribute psi_angle numeric 
@attribute BackHbond numeric 
@attribute SideHbond numeric 
@attribute ORIGIN string  
@attribute energy numeric   
@attribute phi_angle numeric   
@attribute psi_angle numeric   
@attribute BackHbond numeric   
@attribute SideHbond numeric   
@attribute ORIGIN string   
@attribute energy numeric   
@attribute phi_angle numeric   
@attribute psi_angle numeric   
@attribute BackHbond numeric   
@attribute SideHbond numeric  
@data 
1ajv,ta4y,WT,1.79743,-83.2003,158.029,0,0,MUT,0.51379,83.2003,158.029,0,0,DIFF,1.28364, 
0.0,0.0,0.0,0.0 
1ajv,ra8e,WT,0.8229,-58.5285,133.348,-0.532501,-0.731892,MUT,-0.69296,-58.5285,133.348, 
-1.66009,-0.811765,DIFF,1.5158601,0.0,0.0,1.127589,0.079873025 
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1ajv,ra8d,WT,0.8229,-58.5285,133.348,-0.532501,-0.731892,MUT,-0.0676919,-58.5285,133.348, 
-1.2726,-0.907565,DIFF,0.8905919,0.0,0.0,0.7400991,0.17567301 
1ajv,ta4k,WT,1.79743,83.2003,158.029,0,0,MUT,0.440983,3.2003,158.029,0,0,DIFF,1.356447,0.0, 
0.0,0.0,0.0 
1ajv,fb99q,WT,-1.32703,-166.731,-9999,-0.596086,0,MUT,2.32121,-166.731,-9999,-0.596086,0, 
DIFF,3.6482399,0.0,0.0,0.0,0.0 
 
V příkladu byly použity následující atributy: energy, phi_angle, psi_angle, backhand, SideHbond. 
Řádky hlavičky začínají znakem “@” a obsahují informace o napočítaných atributech. Pořadí řádků 
odpovídá pořadí sloupců v datové části. Sada napočítaných atributů pro danou mutaci začíná PDB 
označením struktury proteinu a za ním následuje zkratka provedené mutace. Dále už jsou uvedeny 
hodnoty jednotlivých atributů, které jsou vždy uvozeny svým typem. V tomto případě jsou nejprve 
atributy pro divoký typ (WT), mutanta (MUT) a nakonec jejich rozdíl (DIFF). 
7.1.2 Energetické atributy celého proteinu 
Příklad výstupního ARFF souboru s vypočtenými energetickými atributy celého proteinu. I zde jsou 
kvůli přehlednosti zobrazeny jen některé vypočítané atributy. 
@relation 'foldx_attributes' 
@attribute PDB string 
@attribute MUTATION string 
@attribute ORIGIN string 
@attribute total_energy numeric 
@attribute Backbone_Hbond numeric 
@attribute Sidechain_Hbond numeric 
@attribute Van_der_Waals numeric 
@attribute Electrostatics numeric 
@attribute ORIGIN string  
@attribute total_energy numeric   
@attribute Backbone_Hbond numeric  
@attribute Sidechain_Hbond numeric   
@attribute Van_der_Waals numeric   
@attribute Electrostatics numeric   
@attribute ORIGIN string   
@attribute total_energy numeric   
@attribute Backbone_Hbond numeric  
@attribute Sidechain_Hbond numeric   
@attribute Van_der_Waals numeric   
@attribute Electrostatics numeric   
@data 
1ajv,ta4y,WT,20.09,-124.62,-31.21,-227.76,-7.53,MUT,18.63,-124.62,-31.21,-228.45,-7.53,DIFF, 
-1.46,-0.00,0.00,-0.69,0.00 
1ajv,ra8e,WT,16.80,-126.11,-35.00,-227.95,-8.06,MUT,16.76,-126.98,-31.84,-227.70,-6.95,DIFF, 
-0.05,-0.87,3.16,0.25,1.11 
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1ajv,ra8d,WT,18.01,-124.65,-33.41,-227.54,-7.47,MUT,17.79,-126.61,-31.75,-227.24,-7.21,DIFF, 
-0.22,-1.96,1.66,0.30,0.26 
1ajv,ta4k,WT,19.91,-124.65,-31.25,-228.07,-7.53,MUT,18.34,-124.64,-31.25,-228.54,-7.48,DIFF, 
-1.57,0.01,0.00,-0.47,0.05 
1ajv,fb99q,WT,18.58,-124.71,-31.21,-228.09,-7.50,MUT,23.76,-124.68,-31.21,-227.09, 
-7.30,DIFF,5.18,0.03,0.00,1.00,0.20 
 
Výsledný soubor má stejnou strukturu jako předchozí příklad. Rozdílné jsou jenom vypočítané atribu-
ty: total_energy, Backbone_Hbond, Sidechain_Hbond, Van_der_Waals, Electrostatics. Atributy jsou 
opět rozděleny do tří skupin. Atributy pro divoký typ, mutanta a jejich rozdíl. 
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8 Závěr 
Cílem této práce bylo především vytvořit uživatelsky přívětivou aplikaci, která pomocí specializova-
ných algoritmů jako je FoldX, umožní snadno získat atributy ze sekvence a struktury proteinů a jejich 
mutantů. 
Po prvotní analýze se práce rozdělila na tři části. První je modul, který obaluje program FoldX 
a stará se o jeho spuštění se zadanými parametry a následné získání vypočítaných atributů. Další část 
rozšiřuje projekt Deleterious a stará se o přidávání atributů z modulu FoldX k již vypočítané sadě 
atributů. Poslední částí je aplikace s grafickým rozhraním, která uživateli umožňuje snadné zadání 
výpočtu a získání atributů, které jsou zatím počítány pomocí modulu FoldX. Vypočítanou sadu atri-
butů lze následně uložit do souboru ARFF. Atributy jsou zobrazovány v tabulce po kategoriích, jako 
jsou atributy divokého typu, mutanta a jejich rozdíl, a uživatel si je může uložit všechny nebo vybrat 
jenom některé. Aplikace dále využívá rozhraní, které do budoucna umožní připojovat další moduly 
pro výpočet atributů.  
Samotný program není konečným výsledkem, ale je jakýmsi základem, na kterém se může dále 
stavět. Možnosti dalšího vývoje spočívají například v přidávání nových metod pro výpočet atributů, 
rozšiřování aplikace o možnost dodatečných nastavení pro jednotlivé metody či  rozšíření možností 
pro manipulaci s vypočítanými atributy, jako je jejich dodatečná úprava před uložením. 
Tato práce umožňuje jednoduché vypočítání a zpracování velkých sad atributů, které popisují 
protein z mnoha různých úrovní. Ze získaných sad je pak na základě testování a porovnání výsledků 
s experimentálně naměřenými daty možné vybrat atributy s velkou předpovědní hodnotou, jejichž 
použití by mělo zvýšit přesnost předpovědí vlivu mutace na funkci proteinu. 
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Přílohy 
Slovník základních pojmů genetiky 
Pojem Popis pojmu 
DNA (Deoxyribo-
nucleic acid)  
 
Český název je deoxyribonukleová kyselina. Je to organická makromoleku-
la, kterou tvoří dva řetězce nukleotidů (viz. Nukleotid) stočených do 
dvoušroubovice. DNA je nositelkou genetické informace. 
Gen 
 
Jedná se o určitý úsek DNA, který má specifickou funkci, např. nese in-
formaci pro tvorbu určité bílkoviny. Různé geny kódují různé vlastnosti 
organismu. Geny určují například barvu a typ vlasů, barvu očí nebo 
k jakým nemocem je jedinec náchylnější. Poškozením (mutací) určitých 
genů vznikají různé nemoci např.: cystická fibróza nebo fenylketonurie. 
Genom 
 
Je označení pro kompletní genetickou informaci organismu. 
Chromozom 
 
Je to organizovaná struktura složená z dvoušroubovice DNA a proteinů, 
která se nachází v buněčných jádrech. 
Nukleotid 
 
Je to základní jednotka, ze které se skládá DNA. Nukleotid se skládá ze tří 
složek: 
• Fosfát – zbytek kyseliny fosforečné, který zajišťuje vazbu s dalším 
nukleotidem 
• Deoxirybóza – pětiuhlíkový cukr 
• Nukleová báze – čtyři různé dusíkaté sloučeniny jsou to adenin 
(A), guanin (G), cytosin (C) a thymin (T) 
Nukleosid 
 
Nuklosid je podjednotka nukleotidu. Skládá se z: 
• Deoxirybózy 
• Nukleové báze 
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Proteosyntéza 
 
Proces, při kterém se z informace obsažené v molekule DNA vytváří pro-
tein (bílkovina). 
RNA (Ribonucleic 
acid) 
 
Český název je ribonukleová kyselina. Je to organická makromolekula, kte-
rou tvoří jeden řetězec složený z nukleotidů. Nukleotidy RNA se liší od 
DNA přítomností uracilu (U) místo tyminu. Na rozdíl od DNA má také na 
druhém uhlíku cukru OH skupinu. Hlavní typy RNA: 
• rRNA – neboli ribozomální RNA je druh RNA, který se podílí spo-
lu se specifickými bílkovinami na tvorbě ribozomu. Viz Ribozom. 
• mRNA – neboli mediátorová RNA slouží jako templát k vytvoření 
bílkoviny na základě genetické informace přepsané do mRNA 
podle genetického kódu odpovídajícího úseku DNA. 
• tRNA – neboli transferová RNA slouží k přenosu a specifickému 
zařazení aminokyselin do vznikajícího polypeptidového řetězce 
(do vznikající bílkoviny). 
Ribozom 
 
Organická struktura obsažená v cytoplasmě buněk složená hlavně z rRNA 
a proteinů. Stará se o vytváření proteinů z mRNA („továrna na proteiny“). 
 
Obsah přiloženého CD 
• Složka attributeCalculation – programová část práce (zdrojové kódy, programová doku-
mentace – JavaDoc, návod na použití – README.txt atd.)  
• Složka vysledky – příklady výstupních souborů ARFF s vypočítanými atributy 
• Složka zdroje – některé zdroje, ze kterých jsem čerpal 
• Složka BP_text – elektronická verze bakalářské práce (pdf, doc) 
